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POLYPEPTIDES POSSEDANT UNE ACTTVITE DE TYPE |3-SECRETASE 


5 La presente invention conceme dc nouveaux polypeptides et leur utilisation 

phannaceutique. Plus particulierement, la presente invention conceme de nouveaux 
polypeptides possedant une activite de type (3-secretase caracterises en ce qu'ils sont 
capables de cliver de maniere specifique le precurseur naturel du peptide p-amyloide 
(APP). 

10 Les individus atteints par la maladie d'Alzheimer presentent des symptomes 

caracteristiques d'alterations de la memoire, de perte des capacitcs intellectuelles et 
des fonctions cognitives. Ces changements pathologiques s'accompagnent d'une 
atrophie neuronale, d'une depletion importantc d'un certain type de receptees et 
egalement d'une reduction des connexions synaptiques. Ce syndrome comporte la 
15 presence de plaques seniles et de degenerescences neurofibrillaires en quantites tres 
importantes, principalement dans le cortex cerebral, 1'hippocampe, le noyau 
amygdalien et dans les vaisseaux sanguins corticaux. 

Les plaques dites seniles sonl des structures spheriques qui s'etablissent 
lentement sur une dizaine d'annees dans les espaces extracellulaires dc l'hippocampe, 
20 du cortex et d'autres regions cerebrales. Leur constituant majeur est lc peptide p 
amyloYde (AP) associe a d'autres proteines anormales. Ces structures sont entourees 
par des axones et des neurones anormaux. 

Les degenerescences neurofibrillaires sont dues a une accumulation de 
faisceaux deiises de fibres anormales dans le cytoplasme de certains neurones et 
25 principalement des cellules pyramidales du cortex. Ces enchevetrements 
neurofibrillaires sont consumes d'une forme particuliere de la proteine tau qui, 
associee a d'autres proteines, donne des paires de neurofilaments helicoidaux qu. 
perturbent la conduction de Tinflux nerveux. 
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Des formes familiaies de cette maladie ont ete repertoriees et sembient 
resulter de modifications genetiques variees qui toutes provoquent Taccumulation 
anormale du peptide Ap. Ces dernieres, tres heterogenes, ont £te en particulier 
associees a diverses mutations sur les chromosomes 1,14 et 21. Ce dernier a d'autant 
5 plus suscite Tinteret qu'il portc le gene codant pour la proteine prccurseur du Ap. On 
comprend done 1'apparition prccocc (55 ans) dc la maladie d'Alzhcimer chez les 
sujets atteints du Syndrome de Down (trisomie 21). 

II est a noter que les individus affectes par des formes familiaies de la maladie 
ne representent qu'un faible pourcentage parmi les sujets atteints. 
10 Dans la quasi-totalite des cas de maladie d' Alzheimer non lies aux formes 

familiaies, les individus ages de plus de 70 ans presentent des plaques seniles dans 
diverses regions du cerveau. Leur repartition est en revanche differente selon le type 
de demence concemee. 

15 D'une masse moleculaire de 4 kDa, le peptide Ap humain est genere par 

clivages proteolytiques de son precurseur (APP) aux sites Met 596 -Asp W7 et Val 636 - 
Ile 637 . La molecule liberee est constituee de 39 (a 42) acides amines dont la sequence 
proteique est la suivante : 

10 20 30 40 

DAEERHDSGY EVHHQKLVFF AEDVGSNKGA IIGLMVGGW IA 
20 En solution aqucusc, cc peptide adopte un arrangement tridimensionnel de 

type feuillet P plisse. Sa partic COOH-terminal tres hydrophobe lui confere des 
proprietes d'agregation dont le taux d'oligomerisation est fonction du pH (formation 
maximale a pH=5.4) et de la concentration du peptide. De plus, la sequence comprise 
entre les residus Gly 25 et Met 35 confere a ce peptide des proprietes neurotrophiques et 
25 neurotoxiques. - 

Le peptide AP est un produit naturel secrete par les cellules et detectable dans 
le sang et le liquide cerebrospinal. Bien que ce peptide soit neurotoxique, sa 
production n'est cependant pas suffisante a la formation des plaques amyloTdes. Un 
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"processing" altere ou une surexpression de son precurseur predisposeraient au depot 
du AP dans le cerveau. 

Le iranscrit primaire du precurseur du peptide p-amyloide (APP) subit un 
epissage alternatif pour generer des ARNm codant pour au moins 5 isoformes de 563, 
5 695, 714, 751 et 770 acides amines (a.a.), exprimees de fa$on ubiquitaire dans les 
tissus et dont le taux differe suivant le type cellulaire. 

Les isoformes APP695 et 751 sont cependant restreintes exclusivement au 
systeme nerveux central et peripherique (notamment au niveau des synapses dans les 
astrocytes et des neurones) ou ils peuvent jouer un role dans l'activite physiologique 
10 des synapses. Les isoformes APP751, APP563 et APP770 contiennent un "insert" de 
56 a.a. homologue a l'inhibiteur de- protease de type "Kunitz". Par ailleurs, la forme 
secretee de TAPP751 est identique a la nexine II . un inhibiteur de protease implique 
dans la regulation des serines proteases extracellullaires. 

L'APP est une glycoprotein d'environ 120 kDa presentant les caracteristiques 
15 d'un recepteur de surface de type II. Bien que la fonction reelle de I'APP n'ait pas 
encore ete elucidee, des etudes ont montre que cette glycoproteine pourrait jouer un 
role dans la regulation de la croissance cellulaire ainsi que dans les interactions 
d'adhesion dans rinflammation, la regeneration et la reponse immunitaire. 

20 Toutes les isoformes de l'APP sont inserees dans le reticulum endoplasmique 

grace a leur sequence "signal". Le precurseur est ensuite cible vers l'appareil de Golgi 
ou. il subit differentes modifications post-traductionnelles pour etre ensuite ancre dans 
la membrane. Sous Taction de differentes proteases, l'APP peut alors y subir divers 
clivages (voir figure 1 ), dont certains sont majoritaires : 

25 L'activite proteasique, appelee ct -secretase. clive a Tinterieur de la sequence 

AP entre les residus Lys*' 2 et Leu'* 3 de TAPP695 pour generer un fragment NH 2 - 
terminal secrete (designe sAPP a : APP a soluble) et contenant les 16 premiers a.a. du 
AP. 
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L'activite proteasique, appelee B-secretase. clive la liaison peptidique du 

596 597 

doublet Met -Asp au sein du precurseur pour liberer un fragment APP NH 2 - 
terminal secrete (designe sAPPp: APPp soluble) delete totalement du A p. 

La 3 cme activite proteasique, appelee v-secr&ase . pourrait aussi agir entre les 
5 residus Val 636 a De 637 du precurseur pour gen^rer une proforme secretee APP y 
contenant le A p. 

Le constituant majeur des plaques seniles, qui apparaissent aussi bien dans les 
formes familiales que non familiales de la maladie d'Alzheimer est le peptide P- 
amyloide (Ap). 

10 Le peptide AP resulte du clivage de son precurseur, l'APP, au site Mct 596 - 

Asp 597 de 1'APP selon une activite proteasique de type P-secr6tase et au site Val 636 - 

lie 637 selon une activite proteasique de type y-secretase. 

Parmi les formes les formes familiales de la maladie d # Aizheimer, une 

mutation en relation avec le site de clivage P-secretase a ete identifiee. II s'agit de la 
1 5 double mutation "suedoise" de TAPP (Lys 595 -Met 596 =>Asn-Leu dans TAPP695) et qui 

presente une production accrue du peptide AP (done une augmentation de la 

maturation de TAPP en faveur de la voie amyloidogenique). 

Cependant, il n'en demeure pas moins que dans la tres grande majorite des cas 

de maladie d* Alzheimer, l'APP est dans sa forme naturelle avec un site de clivage P- 
20 secretase non mute. 

Certaines proteases issues de Thomme, du rat ou du singe ont ete etudiees par divers 
auteurs et sont supposees etre impliquees dans la maturation du precurseur APP. 
Parmi ces enzymes on peut citer tout particulierement les serine proteases 1 et 2 
(Abraham et al. (1991), Biochem. Biophys. Res. Commun.,174, 790-796; Matsumoto 
25 et al. (1994), Biochemistry, 33, 3941-3948; Matsumoto et al. (1994), Neurosciences 
Letters, 195, 171-174) ainsi que la Cathepsine G-like (Razzaboni et al. (1992), Brain 
Research, 589, 207-216). Ces enzymes d'origine humaine ou simienne, clivent au 
niveau du site Met 596 -Asp 597 de l'APP selon une activite proteasique de type p- 
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secretase, cependant, dies ont ete mises en evidence ou partiellement purifiees a partir 
de patients atteinls par la maladie d'Alzheimer. 

Etant donne que la formation du peptide p-amyloTde resulte de Faction 
d'enzyme de type P-secretase sur l'APP, on comprend l'importance de Identification 
5 et de la caracterisation de systeme(s) enzymatique(s) de type p-secretase 
responsable(s) selectivement de la maturation post-traductionnelle du precurseur du 
peptide P-amyloi'de au niveau du site Met 396 -Asp 597 dans les cellules humaines ne 
provenant pas de patients atteints par la maladie d'Alzheimer. La connaissance de ces 
nouveaux systemes enzymatiques permettent ainsi d'cnvisager la preparation de 
10 nouvelles molecules utilisables pharmaceutiquement et notamment capables 
d'intervenir sur le metabolisme du peptide P-amylo'ide dans des formes non farniliales 
de la maladie d'Alzheimer. 

La presente invention resulte done de Identification et de la caracterisation 
par la demanderesse de polypeptides possedant une activite catalytique vis-a-vis du 
15 precurseur du peptide p-amyloide (APP) de type p-secretase. Au contraire des autres 
proteases identifies, les polypeptides de la presente invention ont une specificite 
d'action envers la forme naturelle de l'APP. La presente invention decoule en 
particulier de la mise en evidence d'un polypeptide de 70 kDa, capable de cliver les 
formes non mutees de l'APP. 

20 Un premier objet de Tinvention concerne done des polypeptides ou leurs 

variants possedant une activite de type P-secretase caracterises en ce qu*ils sont 
capables de cliver de maniere specifique le precuseur naturel du peptide P-amyloi'de 
(APP). 

Au sens de la present invention, le terme variant designe toute molecule ayant 
25 la meme activite que les polypeptides de l'invention, obtenue par modification de 
nature genetique et/ou chimique de la sequence peptidique. Par modification de nature 
genetique et/ou chimique, on peut entendre toute mutation, substitution, deletion, 
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addition, et/ou modification dun ou plusieurs residus. De tels variants peuvent etre 
generes dans des buts differents, tel que celui d'ameliorer ses niveaux de production, 
celui d'augmenter sa resistance aux proteases, celui d'augmenter et/ou de modifier son 
activite, ou celui de lui conferer de nouvelles proprietes biologiques. Parmi les 
5 variants resultant d'une addition, on peut citer par exemple les polypeptides chimeres 
comportant une partie heterologue supplemental liee a rextrcrnite. Le terme variant 
coraprend egalement des polypeptides homologues aux polypeptides decrits dans la 
presente invention, issus d'autres sources cellulaires et notamment de cellules d'autres 
organismes. 

10 Le substrat que clivent les polypeptides de l'invention ne presente pas de 

mutation dans sa sequence peptidique et en particulier le precurseur du peptide (3- 
arnyloide ne porte pas la double mutation suedoise. Les polypeptides de l'invention ou 
leurs variants sont capables de cliver selectivement la liaison peptidique du doublet 
Met 596 -Asp 597 au sein de la forme native ou naturelle de l'APP. En particulier, les 

1 5 polypeptides de l'invention ne clivent pas les formes d'APP ayant la mutation suedoise 
(Lys 593 -Met 596 =c>Asn-Leu). Cette derniere ayant ete mise en evidence k partir de 
prelevements realises sur le cerveau de patients atteints par la rnaladie d'Alzheimer. 

Les polypeptides selon T invention ont ete purifies a partir de cellules 
humaines de sujets non atteints par la rnaladie d'Alzheimer et sont capables de cliver 
20 exclusivement l'APP dans sa forme naturelle au niveau dc la liaison peptidique du 
doublet Met^-Asp 597 . 

Les polypeptides de T invention sont caracterises en ce que leur activite n'est 
pas dependante d*un second substrat et/ou d*un ligand. On peut citer a titre d f exemples 
les ions et plus particulierement des cations tels que les cations magnesiques ou 
25 calciques. En effet, d'autres proteines comme les serines proteases 1 et 2 ou la 
Cathepsine G-like ayant une activite proleasique, necessitent la presence du calcium 
pour etre actives. 
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Les polypeptides selon F invention possedent une masse moleculaire comprise 
entre 65 et 75 kDa et preferentiellement leur masse moleculaire est d'environ 70 kDa. 
Leur point isoelectrique est compris entre 6.0 et 7.0 et de preference est egal a 6.0. 

Ces polypeptides sont des endopeptidases de la famille des serines proteases. 
5 Preferentiellement, ces endopeptidases sont de type chymotrypsine sensible. En effet, 
le profil d'inhibitioh montre que ces endopeptidases sont totalement inhibees par le 
PMSF (Phenylmethane-sulfonil fluoride) et partiellement inhibees par le pefablock, le 
TPCK(L-l-Chloro-3-[4tosylamido]-4-phenyl-2-butanone), la benzamidine. En outre, 
elles sont totalement resistantes a l'inhibition par l'antipapa'ine. 


10 Les polypeptides de l'invention ou leurs variants sont caracterises par une 

activite P-secretase maximale a un pH compris entre 7 et 8. 

L'invention a egalement pour objet des composes non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques capables de cliver au site Met 596 -Asp 597 le precurseur du 
peptide P-amylo'ide. De tels composes sont obtenus par reproduction des motifs actifs 

15 du polypeptide selon l'invention par des structures non peptidiques ou non 
exclusivement peptidiques et qui soient compatibles avec une utilisation 
pharmaceutique. A cet egard, r invention conceme ['utilisation de polypeptides tels 
que decrits ci-avant pour la preparation de molecules non peptidiques, ou non 
exclusivement peptidiques, actives pharmacologiquement, par determination des 

20 elements structuraux de ces polypeptides qui sont importants pour leur activite et la 
reproduction de ces elements par des structures non peptidiques ou non exclusivement 
peptidiques. L'invention a aussi pour objet des compositions pharmaceutiques 
comprenant une ou plusieurs molecules ainsi preparees. 

Selon une variante de l'invention, les polypeptides ou leurs variants 
25 comprennent en outre une sequence signal permettant une localisation cellulaire 
precise. Parmi les sequences utilisables, on peut citer de maniere preferee, la 
sequence du peptide signal de IgkB, le peptide signal de l'APP, les peptides signal des 
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sous-unites des recepteurs nicotiniques de l'acetylcholine musculaires et centraux 
etc... 

Un autre objet de l'invention consiste en un procede de purification 
enzymatique des polypeptides de l'invention, possedant une activite de type P- 
5 secretase et capables de cliver de maniere specifique le precurseur naturel de l'APP. 
Ce procede comporte les etapes suivantes : 

- le suniageant de la culture cellulaire est tout d'abord concentre sur 
membranes. 

- le produit de concentration subit ensuite les differentes etapes de la 
10 purification avec notamment une fc centrifugation sur membrane tangentielle suivie 

d'une chromatographic d'exclusion et d'une chromatographic echangeuse d'ions puis 
d'une chromatographie d'interactions hydrophobes et enfin d'une nouvelle 
chromatographic d'exclusion. 

La presente invention a egalement pour objet l'utilisation d'une lignee 
15 cellulaire. Cette lignee a ete selectionnee parmi de nombreuses autres lignees 
humaines (voir Materiel et Methodes) provenant d'origines di verses mais de sujets 
non atteints par la maladie d'Alzheimer. Ces lignees ont ete utilisees pour la recherche 
des polypeptides de l'invention ou de leurs variants. Ainsi, ces lignees cellulaires 
hximaines sont representatives du Systeme Nerveux Central ou Peripherique et du 
20 Systeme Immunitaire et sont capables de realiser le metabolisme normal du 
precurseur du peptide P amyloide conduisant a sa production. De maniere preferee la 
lignee cellulaire selectionnee est la lignee THP1 (ATCG TIB 202) issue de monocyte. 

Les lignees cellulaires decrites precedemment sont notamment utilisees 
comme hote pour la mise en evidence de composes (ligands, antagonistes, agonistes) 
25 capables d ! inhiber l'interaction entre les polypeptides de l'invention et leur substrat. 



WO 99/64587 PCT/FR99/01326 

9 

Un autre objet de ['invention reside dans des anticorps ou fragment 
d'anticorps polyclonaux ou rnonoclonaux diriges contre un polypeptide tel que defini 
ct-avant. Dc tels anticorps peuvent etre generes par des methodes connues de 
rhomme du metier. En particulier, ccs anticorps peuvent etre prepares par 

5 immunisation d'un animal contre un polypeptide de 1'invention ou de Tun de ses 
variants puis par preievement du sang et isolement des anticorps. Ces anticorps 
peuvent egalement etre generes par preparation d'hybridomes selon les techniques 
connues de rhomme de Tart Les anticorps ou fragments d'anticorps selon 1'invention 
peuvent notamment etre utilises pour leur faculte a inhiber, au moins en partie, 

10 l'interaction entre le dit polypeptide et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou pour 
d'inhiber au moins en partie Factivite p-secretase des polypeptides de 1'invention vis- 
a-vis du precurseur naturel du peptide P-amyloide. En particulier, ces anticorps sont 
utilises comme medicament, notamment pour le traitement de maladies 
neurodegeneratives tel que la maladie d' Alzheimer. 

15 Un autre objet de la presente invention conccrne un procede d'identification de 
composes capables d'inhiber, au moins en partie, l'interaction du polypeptide et le 
precurseur du peptide p-amyloide et/ou de moduler ou d'inhiber au moins en partie 
Tactivite P-secretase des polypeptides de 1'invention. 

La misc en evidence et/ou l'isolement de tels composes est realise selon les ctapes 
20 suivantes : 

- on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee telle que 
exprimant un polypeptide de 1'invention dans des conditions permettant Tinteraction 
entre ledit polypeptide et ladite molecule dans le cas oil celle-ci possederait une 
25 affinite pour ledit polypeptide, et, 

. - on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide de Tinvention. 
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Dans un mode particuiier, ce procede de Finvention est adapte a la mise en 
evidence et/ou l'isolement d'agonistes et d'antagonistes de l'activite P-secretase des 
polypeptides de l'invention. A partir de ces molecules agonistes ou antagonistes, il est 
possible par des techniques classiques connues de l'homme du metier et notamment 
5 par sequen^age d'obtenir leurs sequences nucleotidiques correspondantes. 

Ainsi selon une variante de finvention, il peut etre particulierement 
avantageux de faire exprimer in situ des molecules agonistes ou antagonistes des 
polypeptides de finvention a partir de leurs sequences nucleotidiques. La preparation 
de ces molecules et leur expression in vivo, ex- vivo et/ou in vitro, necessitent que 
10 leurs sequences nucleotidiques soient portees par un vecteur viral ou plasmidique et 
soient transferees au moyen dudit vecteur dans des cellules notes appropriees. 

La presente invention conceme egalement Tutilisation des polypeptides 
definis precedemment ou de leurs variants pour la mise en evidence de ligands ainsi 
que de composes capables d'inhiber, au moins en partie, l'interaction entre le 
15 polypeptide et le precurseur du peptide p-amyloide et/ou d'inhiber Pactivite p- 
secretase des polypeptides de l'invention ou de leurs variants et/ou d'intervenir dans la 
metabolisme du precurseur naturel du peptide P-amyloide et/ou de ralentir la 
production du peptide p-amyloTde. 

En effet, la presente invention se rapporte egalement a une methode de mise 
20 en evidence de molecules pouvant influencer l'activite des polypeptides de l'invention. 
Cette methode de "screening" comporte les etapes suivantes : 

- on met en contact les polypeptides de l'invention qui presentent une activite 
de type P-secretase avec une molecule ou un melange contenant differentes 

25 molecules, eventuellement non identifiees. 

- on met en contact le melange reactionel decrit dans Tetape precedente avec 
le substrat des polypeptides de l'invention qui est preferentiellement l'APP dans sa 
forme naturelle 
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- on mesure l'activite p-secretase sur l'APP 

- on detecte et/ou on isole les molecules qui ont eu un effet sur l'activite P- 
secretase des polypeptides de Tinvention. 

Un autre objet de l'invention conceme l*utilisation d*un ligand ou d'un 
5 modulateur identifie et/ou obtenu selon le precede decrit ci-avant comme 
medicament. De tels ligands ou modulateurs de par leur capacite a interferer au 
niveau de l'activite p-secretase des polypeptides de l'invention vis-a-vis du precurseur 
naturel du peptide p-amylolde peuvent, en effet, permettre de traiter certaines 
affections neurologiques et notamment la maladie d'Alzheimer. 

10 L'invention a encore pour objet toute composition pharmaceutique 

comprenant comme principe actif soit un polypeptide tel que defini ci-avant soit les 
molecules agonistes, antogonistes ou ligands definis precedemment. 

Elle a aussi pour objet toute composition pharmaceutique comprenant 
comme principe actif au moins un anticorps ou un fragment d'anticorps tel que defini 
15 ci-avant, et/ou un oligonucleotide antisens. 

Par ailleurs, elle a aussi pour objet les compositions pharmaceutiques dans 
lesquelles les peptides, anticorps, ligands et/ou sequences nucleotidiques definis ci- 
avant sont associes entre-eux ou avec d'autres principes actifs. 

Les compositions pharmaceutiques selon l'invention peuvent etre utilisees 
20 pour inhiber au moins en partie Tinteraction des polypeptides de Tinvention ou de 
leurs variants avec le precurseur naturel du peptide P-amyloIde et/ou pour inhiber au 
moins en partie Tacdvite P-secretase et/ou intervenir sur le metabolisme du 
precurseur du peptide P-amyloide pour inhiber ou ralentir la production du peptide P- 
amyloTde. II s'agit plus preferentiellement de compositions pharmaceutiques 
25 destinees au traitement de. maladies neurodegeneratives comme par exemple la 
maladie d'Alzheimer. 
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Un autre objet de la presente invention est l'utilisation des molecules decrites 
auparavant (ligands, anticorps ou fragments d'anticorps, antagonistes, agonistes) pour 
inhiber au moins en partie l'interaction des polypeptides de l'invention ou de leurs 
variants et du precurseur naturel du peptide p-amyloide et/ou pour inhiber, au moins 
5 en partie, Tactivite p-secretase des polypeptides de l'invention ou de leurs variants 
et/ou intervenir sur le m&abolisme du precurseur du peptide P-amyloide pour inhiber 
ou ralentir la production du peptide p-amyloi'de. De maniere preferee l'utilisation "de 
ces molecules est envisagee comme medicament, notamment pour le traitement des 
maladies neurodegeneratives et en particulier pour le traitement de la maladie 
10 d'Alzheimer. 

Selon une variante de l'invention, les polypeptides de l'invention ou leurs 
variants sont utilises pour intervenir sur le metabolisme du peptide p-amyloide. 

Selon un autre mode de realisation de l'invention, les polypeptides ou leurs 
variants definis ci-avant sont utilises pour mettre en evidence des ligands ou des 
15 composes capables d'inhiber au moins en partie l'interaction entre les polypeptides de 
l'invention ou leurs variants et le precurseur naturel du peptide P-amyloide et/ou pour 
inhiber, au moins en partie, I'activite P-secretase des polypeptides de l'invention ou de 
leurs variants et/ou intervenir sur le metabolisme du precurseur du peptide P- 
amyloide pour inhiber ou ralentir la production du peptide P-amyloide. 

20 Pour leur utilisation selon la presente invention, les polypeptides de 

l'invention et surtout leurs antagonistes, agonistes, anticorps et ligands sont 
preferentiellement associes a un ou des vehicules pharmaceutiquement acceptables 
pour etre formules en vue d'administrations par voie topique, orale, parenteral, 
intranasale, intraveineuse, intramusculaire, sous-cutanee, intraoculaire, 

25 transdermique, etc. lis sont de preference utilises sous une forme injectable. II peut 
s'agir en particulier de solutions salines (phosphate monosodique, disodique, chlorure 
de sodium, potassium, calcium ou magnesium, etc, ou des melanges de tels sels), 
steriles, isotoniques, ou de compositions seches, notamment lyophilisees, qui, par 
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addition selon le cas d'eau sterilisee ou de serum physiologique, permettent la 
constitution de solutes injectables. 

La presente invention sera plus amplement detaillcc a l'aide des exemples ci 
dessous consideres de maniere descriptive et non limitative. 

5 


Legende des figures 

10 

Figure 1 : Topographie et sites de clivage de l'APP. 

Figure 2 : description du procede de purification des polypeptides* de 1'invention. 

Figure 3 : analyse par immunoblot du clivage par les polypeptides de 1'invention des 

precurseurs complets d'origine membranaire du peptide p-amyloide "normal" (APP- 
15 K 595 M 596 ) et "double mute" (APP- N S95 L 596 ). Mise en evidence de la specificite de 

clivage des polypeptides de 1'invention envers le precurseur d'origine membranaire du 

peptide p-amyloide "normal" (APP- KM). 

Pour chacun des precurseurs (APP-NL et APP-KM), la colonnc 1 represente 

les membranes non incubees sans enzyme, la colonne 2 represente les membranes 
20 incubees a 37° C sans enzyme, alors que la colonne 3 correspond aux membranes 

incubees a 37° C avec les polypeptides de Tinvention presentant une activite de type 

p-secretase. 


25 


MATERIELS ET METHODES 

*30 
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Origine des lignees ceilulaires 

On,a utilise 13 lignees ceilulaires humaines d'origine variee pour la recherche 
des enzymes de maturation: 

Systeme nerveux centra! 

SW 1088 ATCC HTB 12 Astrocytome 

SW 1 788 ATCC HTB 13 Astrocytome 

U- 1 38 MG ATCC HTB 1 6 Glioblastome 

U-3 73 MG ATCC HTB 1 7 Gliobastome,astrocytome,grade 111 
Systeme nerveux peripherique 

HMCB ATCC CRL 9607 Bowes melanoma 

Hs27 ATCC CRL 1 634 Newborn foreskin 

MRC5 ATCC CCL 171 Lung, diploid 

Systeme immunitaire 

DAKIKI 

H9 

IM-9 

K-562 

RPMI 1788 


THPl 


ATCC TIB 206 B-cell, Ig A secreting 

ATCC HTB 176 T-cell lymphoma 

ATCC CCL i 59 Lymphoblastjg secreting 

ATCC CC1 243 Chronic myelogenous leukemia 

ATCC CCL 156 Peripheral blood, IgM secreting 

ATCC TIB 202 Monocyte 


Culture Cellulaire 

Apres decongelation, les cellules, selon leur origine, sont mises en culture soit 
dans le milieu «DMEM» soit dans le milieu «RPMI 1640» en presence de 10% de 
serum de vcau foetal. Ces cultures ont ete realisees dans des flacons de 1 litre a 37°C 
avec un renouvellement des milieux de cultures tous les 2 a 3 jours. Selon la lignee 
cellulaire etudiec, unc periode de 2 a 5 mois est necessairc pour obtenir un volume de 
18 litres de milieu de culture. La derniere etape de culture se fait pendant 48 hcures 
en absence de serum de veau foetal et de rouge de phenol. Ces cultures ceilulaires 
sont ensuite centrifugees pour recuperer le surnageant qui servira a la purification des 
enzymes. 

Les lignees ceilulaires HMCB, U-373 MG, U-138 MG, MRC5 et Hs27 ont ete 
cultivdes dans le milieu «DMEM» alors que les lignees SW 1088, SW 1783, K-562, 
H9, DAKIKI, THPl, RPMI 1788 et IM-9 Tont ete dans le milieu «RPMI 1640». 


35 Purification enzvmatique 
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Les 18 litres de surnageant de chaquc culture cellulaire sont concentres sur 
membranes ULTRASETTE™ (FILTRON) ayant un seuil de coupure de lOkDa, puis 
le produit de concentration obtcnu a servi a la purification des activites proteolytiques 
seion le protocole suivant: 
5 - La premiere etape consiste en une centrifugation sur membrane tangentielle a 7000 
rpm. Plus particulierement, la- concentration est realisee sur membrane 
ULTRAFREE® (MILLIPORE) ayant un seuil de coupure de 1 OkDa 

- Puis il est procede a une chromatographic d'exclusion. Suivant un mode particulier 
de l'invention la chromatographie d' exclusion a ete realisee sur colonne sephacryl S- 

10 1 00 (Pharmacia) dont les limites d'exclusion sont 1 0 3 Da et 1 0 5 Da. 

- Une chromatographie d'echange d'ions represente la troisieme etape du procede. II a 
ete utlise notamment une colonne Q-sepharose (Pharmacia) dont le gel est constitue 
d'anions forts. La colonne est eluee par un gradient salin de 0 a 1 M en utilisant le 
solvant A (Tris 25mM, pH 7.5) et le solvant B (Tris 25mM, NaCl 1M, pH 7.5). 

15 - L'avant demiere etape consiste en une chromatographie d' interactions hydrophobes, 
en particulier sur colonne phenyl-sepharose-6 (Pharmacia) ayant un haut degre de 
substitution (40^mol/g de gel). Cette colonne a ete eluee avec un gradient de sulfate 
d'ammonium de I a 0 M en utilisant le solvant A (Tris 25mM, (NRO2 S0 4 1 M, pH 
7.5) et le solvant B (Tris 25mM, pH 7.5). 

20 - Enfin, la demiere etape est une chromatographie d'exclusion, realisee en particulier 
sur colonne TSKgel G2000SW (Interchim) dont le gel est constitue de supports rigides 
de silice, greffes avec un groupement hydrophile. L'eluant est un tampon Tris 25mM > 
pH 7.5 contenant 250mM NaCl. 

25 Tests enzvmatiques 

Le suivi des activites P-secretase a ete realise par des tests utilisant differents 
peptides mimant ou reproduisant la sequence des acides amines du precurseur APP 
au niveau du site de clivage enzymatique de type P-secretase (Tableau 1 ). 
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Pour la realisation du peptide chromophore, 5 \x\ de peptide Z-Val-Lys-Met- 
MCA (7-amino-6-memylcoumarin) t dilue au 1/1000, sont incubes avec 5 \x\ de 
surnageant pendant 6 heures a 37°C. La reaction est stoppee par addition de 3 \i\ de 
HC1 0,1N, et Tactivite enzymatique est determinee par une mesure de la fluorescence 
5 du chromophore AMC libre a 460nm. 

Des peptides synthetiques, de tailles differentes, mimant ou reproduisant le 
site de clivage enzymatique de type P-secretase ont ete synthetases pour etre utilises 
comme substrats dans Tetude de la caracterisation et de la specificite des 
enzymes.(tableau 1) 

10 On incube 5 pi de surnageant avec 5 ul de peptide pendant 6 heures a 37°C. 

La reaction est stoppee par addition de 3 jil de HC1 0,1N, et Tactivite enzymatique est 
determinee par mesure de la densite optique a 215 nm des fragments de clivage 
prealablement separes par HPLC. 

Les sites de clivage sont deduits par determination de la sequence des 

1 5 fragments resultant du cl i vage. 

Le pourcentage de clivage [%= 100(A 0 -Aj)/Ao] de chaque substrat peptidique 
a ete evalue en mesurant Tabsorbance a 215 nm (A) du substrat incube en l'absence 
(Ao) et en la presence (Aj) de l'enzyme dans des conditions experimentales identiques 
(temps d'incubation, pH et concentration). 

20 Le pourcentage d'inhibition [%= 100(I 0 -Ij)/Io] de chaque substrat incube en la 

presence de Tenzyme a ete evalue en mesurant l'absorbance a 2 15 nm pour un substrat 
peptidique ou la fluorescence a 460 nm pour le substrat Z-Val-Lys-Met-MCA en 
l'absence (Io) et en la presence (Ij) de 1'inhibiteur dans les memes conditions 
experimentales. 

25 

Les precurseurs APP normal (APP-K 595 M 596 ) et APP possedant la double 
mutation "suedoise" (APP-N 595 L 596 ) ont ete obtenus a partir d'extraits membranaires 
de cellules d'insectes infectees par le baculovirus contenant les genes humains codant 
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pour ces precurseurs. Ces extraits membranaires, incubes avec ies polypeptides de 
Tinvention ayant une activite p-secretase purifies, sont analyses par immunoblot en 
utilisant l'anticorps WO-2 (Ida N. et al. (1996) J. Biol Chem 271, 22908-22914) 
dirige contre les premiers acides amines du peptide (3 amyloide et l'anticorps 
5 monoclonal 22C1 1 (Boehringer Mannhein; Hilbich C. (1993) Journal of Biochemical 
Chemistry, 268 . 26571-26577) dirige-contre le motif NH 2 -terminal du precurseur. 


Cet exempie a pour but de mettre en evidence des activites enzymatiques 
dans des lignees cellulaires humaines de sujets non atteints par la maladie 
d'Alzheimer. 

Deux approches ont ete utilisees pour la mise en evidence des proteases 
1 5 susceptibles d'etre impliquees dans la maturation de T APP humain. 

Approche Immunoloeiaue: 

A partir des 13 lignees cellulaires humaines decrites dans Materiel et 
20 Methodes, la recherche des activites enzymatiques a ete realisee a l'aide de l'anticorps 
monoclonal 22C11 pour selectionner les lignees cellulaires ayant la capacite de 
produire des quantites mesurables d'APP au niveau de la membrane et dans le milieu 
de culture cellulaire. L'anticorps monoclonal WO-2 a ete utilise pour reveler et 
identifier les differents sites de clivage de TAPP. 


EXEMPLES 


10 


Exempie 1. Mise en evidence des activites enzymatiques 


25 


Les resultats sont les suivants : 
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- Panticoips monoclonal 22C1 1 a permis de selectionner 8 lignees cellulaires 
(HMCB, MKC5, Hs27, SW1088, SW1783, H9, THP1 et 1M-9) sur les 13 testees au 
total. Pour les cellules choisies, l'analyse par immunoblot a aussi montre une 
difference de masse moleculaiie entre l'APP membranaire (120 kDa) et les APP 

5 solubles (110-100 kDa). Ceci indiquc que le precurseur a subi, au niveau de sa 
sequence COOH-tcrminale, un ou plusieurs clivage(s) enzymatique(s). 

- L'analyse par immunoblot des entit6s moleculaires generees dans les 8 
lignees selectionnees a permis de reveler et d'identifier au moyen de Fanticorps 

10 monoclonal WO-2 les differents sites de clivage de l'APP et de montrer que le 
precurseur du peptide AP a subit une maturation differentielle. 

Ainsi, cette approche a permis de selectionner des lignees cellulaires ayant la 
capacite de produire des quantites mesurables d'APP au niveau de la membrane et 
dans le milieu de culture cellulaire et de montrer des clivages enzymatiques dans le 

1 5 precurseur du peptide A0. 

Substrats peptidiques: 

Les peptides [KMD]APP(-5,+5) et Z-Val-Lys-Met-MCA (voir Materiel et 
20 Methodes), derives de l'APP et mimant le site de clivage, ont ete utilises comme 
substrats pour la mise en evidence des differentes activites enzymatiques presentes 
dans les 8 lignees cellulaires. 

Une analyse combinee (HPLC, composition en acides amines et determination 
des sequences) des fragments generes par clivage du substrat [KMD]APP(-5,+5) a ete 
25 realisee dans les lignees selectionnees. En effet, apres incubation du substrat 
[KMD]APP(-5,+5) avec les sumageants, les fragments generes ont ete d'abord 
separes par HPLC sur une colonne reverse phase RPCjg (VYDAC) eluee par un 
gardient de 5-40% d'acetonetrile / 0.05% TFA. La sequence et/ou la composition en 
acides amines de ces fragments ont ete determines par les techniques classiques. 
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Les resultats de cette analyse ont permis d'identifier un clivage majoritaire au 
niveau de Ja liaison peptidique Mef'-Asp* 1 (correspondant au site Met 596 -Asp 397 dans 
l'APP entier) et 2 clivages minoritaires au niveau des liaisons Ser" 5 -Glu"* 
(correspondant au site Ser^-Glu 593 dans l'APP entier) et Ala* 2 -Glu +3 (correspondant 
5 au site Ala 598 -Glu 599 dans I'APP entier) dans chacune des 8 lignees s61ectionnees. 

Une analyse du profil d'inhibition des activites enzymatiques des 8 lignees 
cellulaires, vis a vis du substrat fluorescent Z-Val-Lys-Met-MCA, a ete egalernent 
effectuee (Tableau 2). 

Les resultats de cette derniere analyse ont permis de reveler l'existence d'activites 
10 enzymatiques majeures de type serine (inhibition par i'aprotinine et le pefabloc) et 
metallo-proteasc (inhibition par 1'EDTA et le phosphoramidon) dans chacune des 8 
lignees selectionnees (Tableau 2) 


Exemple 2. Purification et caracterisation de i'activite B-secretase 

15 

Cet exemple a pour but de decrire la purification et de mettre en evidence les 
caracteristiques des polypeptides de Tinvention ayant une activite P-secretase. 

Sur la base de la selection des 8 lignees cellulaires humaines et des resultats 
obtenus dans 1'exemple 1, la lignee cellulaire THP-l a ete choisie, en raison de son 
20 cycle cellulaire rapide permettant d'obtenir de grandes quantites de proteines, pour 
etre utilisee comme modele pour la purification de Tactivite P-secretase recherchee 
selon le protocole de purification decrit dans "Materiels et Methodes". 

Une analyse de 1'activite residuelle des fractions presentant des activites 
proteolitiques vis-a-vis des substrats Z-Val-Lys-Met-MCA et [KMD]APP(-5,+5) a 
25 ete realise dans le but de poursuivre la purification des polypeptides de l'invention. A 
chaque etape de purification, les differentes fractions ont ete d'abord mises en contact 
avec le peptide Z-Val-Lys-Met-MCA afin d'isoler les fractions presentant des 
activites endoproteolytiques. Ces demieres fractions sont ensuite testees vis-a-vis du 


WO 99/64587 


PCT/FR99/01326 


20 

peptide [KMD]APP(-5,+5) afm d'isoler celles qui clivent preferentiellement ce 
substrat peptidique au niveau de la liaison peptidique Met"'-Asp +I (correspondant au 
site Met 596 -Asp 597 dans l'APP entier). Les resultats de ces travaux ont permis de 
mettre en evidence differentes fractions presentant des activites endoproteolytiques, 
isolees a partir de sumageants des 8 cultures cellulaircs sclcctionnees, en utilisant en 
parallele ces deux substrats. 

Lors de la demiere etape du precede de purification qui est unc 
chromotographie d'exclusion sur colonne TSK 2000 (voir dans Materiel et Methodes 
pour les caracteristiques), plusieurs fractions proteiques ont ete obtenues. 

La mesure de l'activite residuelle de ces fractions vis-a-vis du peptide 
[KMD]APP(-5,+5) a permis d'obtenir une seule fraction ayant urie activite de type p- 
secretase. Sa caracterisation a ete effectuee par la mesure du poids moleculaire en 
electrophorese sur gel de poiyacrilamide, la mesure du point isoelectrique, la 
recherche de l'activite maximale en fonction du pH ainsi que le profil d'inhibition par 
des inhibiteurs classiques ("Materiels et Methodes"). 

L'analyse par electrophorese a ete realisee sur un gel de polyacrylamide 4- 
20% sur Phast-system (Pharmacia) en conditions denaturantes ou normales et montre 
une bande de masse moleculaire voisine de 70 kDa. 

Le maximun d'activite, vis-a-vis du peptide [KMD]APP(-5,+5), a ete observe 
a des pH situes entre 7 et 8. 

Le profil d'inhibition de cette fraction, vis a vis du peptide [KMD]APP(- 
5,+5), montre qu'il s'agit d*unc serine protease: les pourcentages d'inhibition calcules 
etant respectivement de 100% pour le PMSF, 75% pour le pefablock, 25% pour le 
TPCK, 10% pour la benzamidine et de 0% pour Tantipapame. 

Cet exemple decrit done le procede de purification ainsi que la recherche et la 
mise en evidence des differentes caracteristiques des polypeptides de l'invention ayant 
une activite P-secretase. 

Exemple 3. Specificite de Tactivite B-secretase 
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Cet excmple decrit 1'analyse de l'activite P-secretase des polypeptides de l'invention. 

Cette specificite a ete analysee en utilisant differents substrats, tel que : 

- des peptides mimant ou reproduisant la sequence des acides amines du 
5 precurseur au niveau du site de clivage et decrits dans le tableau 1. 

- le precurseur du peptide P amyloi'de dans sa forme naturelle et mutee 
(mutation suedoise) 

Les polypeptides de l'invention ont ete mis en contact avec les differents 
substrats et le pourcentage de clivage de ces substrats a ete calcule. Les resulats sont 
10 presenter dans le Tableau 3. 

Pour les peptides synthetiques, Tanalyse des donnees, regroupees dans le 
tableau 3, fait apparaitre les caracteristiques concernant Timportance de quelques 
sous-sites impliques dans la reconnaissance du substrat par cette P secretase et 
permettent du conclure que : 

15 1) Les sous-sites Pi et P 2 sont essentiels (Partic A du tableau 3) et ce quelque 

soit la tailie des substrats. II a ete remarque que la double mutation (Lys-Met=»Asn- 
Leu) abolit totalement le clivage enzymatique. 

2) Les sous-sites P2 et P t sont interactifs ou cooperatifs (Partie B du tableau 3) 
20 En effet, une simple substitution en P2 (Lys=>Asn) ou en P| (Met=>Leu) decroit 
uniquement le taux de clivage alors que la double mutation dite "suedoise" abolit la 
reconnaissance du substrat. 

La substitution du residu en P2 (Lys^Arg) se traduit par une difference entre les taux 
de clivage des peptides ayant Leu en Pi ([KLD]-APP(-5,+5) et [RLD]-APP(-5,+5)) 
25 plus importante que celle observee pour les substrats ayant Met en P| ([KMD]-APP(- 
S.+5) et [RMD]-APP(-5,+5)) 
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3) La taille et/ou le volume du residu en Pj sont importants (Partie C 

Tabl.3): 

Le taux de clivage enzymatique decroit quand la contrainte exerc6e sur le squelette 
peptidique par la chaine laterale du sous-site P] augmcntc. En effet, les experiences 
5 realisee permettent d'obtenir un classement du taux de clivage en fonction de la 
substitution effectuee : 

[KMD]-APP(-5,+5) > [KLD]-APP(-5,+5) > [KID]-APP(-5,+5) > [KVD]-APP(-5,+5) 

4) Le residu du sous-site P'i est necessairement Asp ou Glu (Partie D Tab.3): 
10 En effet,les resultats ont montres que la mutation de Asp par Asn ou Gin n'abolit pas 

le clivage du substrat; de plus.le clivage se produit au site Ala-Glu equivalent du site 
Met-Asp : en outre, le pseudo site Ala-Glu n'est accessible que dans le substrat 
naturel car, dans les memes conditions d'experiences, le taux de clivage du fragment 
APP(l,5)n'estque de 35% 
15 Ainsi, sur la base des resultats obtenus precedemment avec les polypeptides 

de l'invention au niveau de la specificite de clivage de type P-secretase, on peut 
envisager 1'obtention d'inhibiteurs competitifs avec le site de clivage Met-Asp de 
nature peptidique, pseudo-peptidique ou non peptidique. 

Pour les precurseurs d'originc membranairc du peptide p amylolde, les 
20 produits de clivage des precurseurs complcts (full-length) "normal" (APP- K 595 M 596 ) 
ct "double mute" (APP- N 595 L 596 ) par les polypeptides pour lesquels Tactivite p- 
secretase a mise en evidence dans les exemples 1 et 2, ont ete reveles par immunoblot 
en utilisant les anticorps 22CI 1 et WO-2 (voir Materiel et Methodes). 

L' analyse des molecules par ces anticorps montre que le pourcentage de 
25 clivage du precurseur APP-KM augmenle alors que celui du precurseur APP-NL reste 
quasiment nul, et ce quel que soit les temps d'incubation au contact de Tenzyme. En 
effet, les resulats presentes dans la figure 3, montrent que : 
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. pour les membranes bac.NL, c'est a dire les membranes incubees comportant 
le precurseur APP-NL, les memes bandes sont retrouvees quelquesoit les conditions 
d'experience (colonnes 1, 2, et 3 ). Ainsi on ne constate pas de clivage par les 
polypeptides de 1'invention , 

5 pour les membranes bac.WT, c'est a dire les membranes incubees 

comportant le precurseur naturel APP-KM, une nouvelle bande vers 12 kDa est 
apparue dans la colonne 3 par comparaison aux deux autres colonnes. La colonne I 
represente les membranes non incubees sans enzyme, la colonne 2 represente les 
membranes incubees a 37° C sans enzyme, alors que la colonne 3 correspond aux 

10 membranes incubees a 37° C avec les polypeptides de 1'invention presentant une 
activite de type P-secretase. II est a noter que la difference d'intensite des bandes 
entre les colonnes 1 et 2 des membranes bac.WT est due a la quantite de produit de 
depart depose sur le gel. 

L'analyse par l'anticorps WO-2 a permis de reveler cette nouvelle bande de 

15 masse moleculaire d'environ 12 kDa et qui correspond au fragment COOH terminal 
issu du clivage du precurseur par la P secretase au niveau de la liaison Met- Asp. Cette 
analyse permet de conclure au clivage du precurseur naturel APP-KM par les 
polypeptides de 1'invention . 

Ce resultat indique done que le precurseur APP-KM, et non le precurseur 
20 APP-NL, a ete clive de fa?on selective, et confirme les donnees obtenues avec les 
peptides substrats APP de 10, 20 ou 40 acides amines. 

En outre, cet exemple demontre que les polypeptides de 1'invention isoles 
precedemment ont une activite de type P-secretase specifique du precurseur naturel 
25 du peptide P amyloide. 
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Peptides 

sequences en acides amines | 



P, P, I P\ 


APP(1,+5) 

- 

Asp 

AEFR 

fKMDl-APP(-5 +5) 

SEV 

Lys Met Asp 

AEFR 

[RMDJ-APP(-5,+5) 

SEV 

Ara Met Asp 

AEFR 

(KLD]-APP(-5,+5) 

SEV 

Lys leil Asp 

AEFR 

[RLD]-APP(-5,+5) 

SEV 

Ara Leu Asp 

AEFR 

[NLDl-APP(-5 +5) 

SEV 

A$n Leu Asp 

AEFR 

[NMD]-APP(-5,+5) 

SEV 

Asn Met Asp 

AEFR 

[KID]-APP(-5,+5) 

SEV 

Lys lie. Asp 

AEFR 

[KVD]-APP(-5,+5) 

SEV 

Lys Vsl Asp 

AEFR 

[KMN]-APP(-5,+5) 

SEV 

Lys Met Asn 

AEFR 

[KMQl-APP(-5,+5) 

SEV 

Lys Met Qln. 

AEFR 

[KM]-APP(-10,+10) 

KTEEISEV 

Lys Met Asp 

AEFRHDSGY 

[N4-APP(-10,+10) 

KTEEISEV 

Asn Leu Asp 

AEFRHDSGY 

[KL]-APP(-10,+10) 

KTEEISEV 

Lys Lsu Asp 

AEFRHDSGY 

[NM]-APP(-10,+10) 

KTEEISEV 

Asn Met Asp 

AEFRHDSGY 

(KM]-APP(-20,+20) 

TRPGSLTNIKTEEISEV 

Lys Met Asp 

AEFRHDSGYEVHHQKLVFF 

[NL]-APP(-20 ! +20) 

TRPGSLTNIKTEEISEV 

Asn Leu Asp 

AEFRHDSGYEVHHQKLVFF 


Tableau 1: tableau des peptides de differentes tallies mimant ou 
reproduisant le site de clivage de la p-secretase, synthetises pour etre utilises comme 
substrat dans la caracterisation et la specifite enzytnatique du polypeptide selon 

Tinvention. 
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inniDiteurs 




Lignfescellulaires 




HMCB 

H9 

Hs27 


MRC-5 

THP-1 

SW1088 

SW1783 

Standard 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

E64 

97 

87 

88 

100 

87 

82 

100 

92 

(0.1 mM) 









EDTA 

43 


2 

71 

31 

54 

39 

92 

(3.3 mM) 









pepstatine 

100 

100 

88 

100 

99 

100 

100 

100 

(10 \iM). 









chymostatine 

95 

87 

72 

97 

75 

71 

100 

100 

(5mM) 









aprotinine 

90 

100 

m 

97 

97 

93 

100 

100 

(0.8 uM) 









pefabloc 

53 

52 


97 

M 

54 

91 

§4 

(3.3 nM) 









phosphoramidon 

97 

§2 

83 

79 

§£ 

89 

70 

76 

(70 nM) 









captopril 

96 

87 

97 

100 

100 

100 

100 

100 

(60 nM) 



















Tableau 2: Profil d'inhibition des activites enzymatiques des 8 lignees cellulaires 
selectionnees vis a vis du peptide Z-Val-Lys-Met-MCA t exprime en pourcentage 
d'activite. 
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Peptides 1 cllvage(%) 

liaison clivee | 

(A)-Mutation su6doise:effet de la tallle | 

[KMD]-APP(-5,+5) 
fNLDl-APP(-5,+5) 

65 
0 

Met T Asp 

[KM)-APP(-10,+10) 
fNLl-APP(-10,+10) 

45 
0 

non de'termine'e 

[KM]-APP(-20,+20) 
fNL1-APP(-20,+20) 

90 
0 

non d^terminee 

|(B)-Mutation suedoise:importance des sous-site P 2 et Pi 


1 [NMD]-APP(-5,+5) 
(KMD]-APP(-5,+5) 
[KLD]-APP(-5,+5) 
fNLDl-APP(-5,+5) 

45 
65 
60 
0 

Met T Asp 
Met T Asp 
Leu T Asp 

[KMD]-APP(-5,+5) 
[RMD]-APP(-5,+5) 
[KLD]-APP(-6,+5) 
fRLDl-APP(-5,+5) 

65 
80 
60 
20 

Met T Asp 
Met T Asp 
Leu T Asp 
Leu T Asp 

|{C)-Substitution en Pi 


I [KMD]-APP(-5,+5) 
[KLD]-APP(-5,+5) 
(KID]-APP(-5,+5) 
fKVDl-APP(-5,+5) 

65 
60 
40 
15 

Met T Asp 
Leu T Asp 
lle T Asp 
Val T Asp 

(DVSubstitution en P'i 


[KMD]-APP(-5,+5) 
(KMN]-APP(-5,+5) 
(KMQ]-APP(-5,+5) 
APP(1,+5) 

65 
70 
80 
35 

Met T Asp E 
Ala T Glu 
Ala T Glu 
Ala T Glu I 


5 


Tableau 3 : resultats de Tanalyse de la specificite enzymatique du polypeptide de 
Tinvention en utilisant des peptides mimant ou reproduisant la sequence des acides 
amines du precurseur APP, au niveau du site de clivage. 
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REVENDICATIONS 

1. Polypeptide possedant une activite de type P-secretase caracterise en ce 
qu'il est capable de cliver de maniere specifique le precuseur naturel du peptide P- 
amyloide (APP). 

2. Polypeptide selon la revendication 1 caracterise en ce que le precurseur du 
peptide p-amyloide (APP) ne porte pas de mutation dans sa sequence proteique. 

3. Polypeptide selon la revendication 1 ou 2 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
polypeptide purifie a partir de cellules humaines de sujet non atteint par la maladie 
d'Alzheimer. ^ 

4. Polypeptide selon I'une des revendications 1 a 3 caracterise en ce qu'il : 

- possede une masse moleculaire d'environ 70 Kda. 

- possede un point isoelectrique d'environ 6.0 

- est une endopeptidase de la famille des serines proteases 

- est une endopeptidase de type chymotrypsine sensible 

- atteint une activite maximale a un pH compris entre 7 et 8. 

5. Polypeptide selon la revendication 4 caracterise en ce que son activite n'est 
pas dependante d'un second subtrat et/ou ligand. 

6. Polypeptide selon la revendication 5 caracterise en ce que son activite n'est 
pas dependante tfions et de preference de cations calciques ou magnesiques. 

7. Compose non peptidique ou non exclusivement peptidique capable de cliver 
au site P-secretase le precurseur du peptide P-amyloide, obtenu par reproduction des 
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motifs actifs du polypeptide selon Ies revendications 1 a 6 par des structures non 
peptidiques, ou non exclusivement peptidiques. 

8. Polypeptide selon Tune des revendications 1 a 7 caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une sequence signal. 

5 9. Polypeptide selon la revendication 8 caracterise en ce que la sequence signal 

est choisie parmi la sequence du peptide signal de IgkB, le peptide signal de TAPP, 
les peptides signal des sous-unites des recepteurs nicotiniques de 1" acetylcholine 
musculaires et centraux . 

10. Precede de purification a partir de cellules provenant de sujets non atteints 
10 par la maladie d* Alzheimer, d'un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9 

caracterise en ce qu'on realise les etapes suivantes : 

-le sumageant de la culture cellulaire est preleve puis concentre 

-le produit de concentration est a nouveau concentre sur membrane 
tangentielle 

15 -le produit obtenu est ensuite purifie par chromatographies successives et 

notamment par chromatographies d'exclusion, echangeuses d'ions et d'interaction 
hydrophes. 

11. Utilisation d*une lignee cellulaire humaine representative du Systeme 
Nerveux Central ou Peripherique et du Systeme Immunitaire et capable de realiser le 

20 metabolisme normal du precurseur du peptide P amylo'ide pour la production des 
polypeptides de 1'invention definis selon les revendications 1 a 9. De maniere preferee 
la lignee ceilulaife selectionnee est la lignee THP1 (ATCC TIB 202) issue de 
monocyte. 


12. Utilisation d'une lignee cellulaire humaine representative du Systeme 
25 Nerveux Central ou Peripherique et du Systeme Immunitaire et capable de realiser le 
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metabolisme normal du precurseur du peptide |3 amylolde pour la mise en evidence de 
composes capables d'inhiber 1'interaction entre le polypeptide selon les revendications 
1 a 9 et son substrat. De maniere preferee la lignee cellulaire selectionnee est la lignee 
THPl (ATCC TIB 202) issue de monocyte. 


5 13. Anticorps ou fragment d'anticorps caracterise cn ce qu'il est dirige contre 

un polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9 et cn ce qu'il possede la faculte 
d'inhiber au moins en partie rinteraction entre ie dit polypeptide et le precurseur du 
peptide p-amyloide et/ou d'inhiber l'activite du polypeptide tel que defini selon la 
rcvendication 1 et/ou d'intervenir sur le metabolisme du peptide P-amyloide . 

10 14. Precede de mise en evidence ou d'isolement de composes capables 

d'inhiber au moins en partie rinteraction du polypeptide selon Tune des 
revendications 1 a 9 et le precurseur du peptide p-amyloide et/ou d'inhiber l'activite 
dudit polypeptide, caracterise en ce que Ton realise les etapes suivantes : 

a - on met en contact une molecule ou un melange contenant differentes 

1 5 molecules, eventuellement non-identifiees, avec une cellule recombinee exprimant un 
polypeptide tel que defini selon Tune des revendications 1 a 9 dans des conditions 
permettant rinteraction entre ledit polypeptide et ladite molecule dans le cas ou celle- 
ci possederait une affinite pour ledit polypeptide, et, 

b - on detecte et/ou isole les molecules liees au dit polypeptide. 


20 15. Ligand d'un polypeptide tel que defini selon les revendications 1 a 9, 

susceptible d'etre obtenu selon le procede de la revendication 14. 

16. Ligand selon la revendication 15 caracterise en ce qu'il s'agit d'un 
antagoniste, d'un agoniste ou d'un inhibiteur du polypeptide defini selon les 
revendications 1 a 9. 
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1 7. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au moins 
un inhibiteur du polypeptide selon Tune des revendications 1 a 9. 

1 8. Composition pharmaceutique comprenant comme principe actif au moins 
un anticorps ou fragment d' anticorps selon la revendication 13 et/ou un ligand selon 
la revendication 15. 

19. Compositions pharmaceutiques dans lesquelles les peptides, anticorps ou 
fragment d'anticorps selon la revendication 13, ligands et/ou sequences nucleotidiques 
correspondantes defmis selon la revendication 15 sont associes entre-eux ou avec 
d f autres principes actifs. 

20. Composition selon Tune des revendications 17 a 19 destinee a inhiber au 
moins en partie T interaction entre le polypeptide et le precurseur du peptide p- 
amyloide et/ou d'inhiber I'activite du polypeptide. 

21. Composition selon Tune des revendications 17 a 20 destinee a intervenir 
sur le metabolisme du peptide p-amyloi'de et de preference pour inhiber ou ralentir la 
production de peptide p-amyloide. 

22. Composition selon Tune des revendications 17 a 21 destinee au 
traitement des maladies neurodegeneratives. 

23. Composition selon la revendication 22 destinee au traitement de la 
maladie d'Alhzeimer , 

24. Utilisation d'un anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 
13 et/ou un ligand selon la revendication 15 pour inhiber au moins en partie 
Finteraction entre le polypeptide et le precurseur du peptide P-amyloide et/ou 
d'inhiber I'activite du polypeptide et/ou intervenir sur le metabolisme du peptide P- 
amyloide. 
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25. Utilisation d'un anticorps ou fragment d'anticorps selon la revendication 
13 et/ou un ligand selon la revendication 15 comme medicament, notamment pour le 
traitement des maladies neurodegeneratives et en particulier la maladie d'Alhzeimer. 


5 26. Utilisation des polypeptides selon les revendications 1 a 9 pour la 

preparation d'un medicament destine au traitement des maladies neurodegeneratives 
et notamment la maladie d'Alhzeimer. 

27. Utilisation des polypeptides selon les revendications t a 9 pour la mise 
en evidence de ligands des polypeptides et/ou de composes capables d'inhibcr au 

10 moins en partie Interaction entre le polypeptide et le precurseur du peptide p- 
amyloide et/ou d'inhiber l'activite du polypeptide et/ou d'intervenir sur le 
metabolisme du peptide p-amyloide. 

28. Methode de mise en evidence de molecules qui modifient Tactivite des 
1 5 polypeptides de l'invention, comportant les etapes suivantes : 

- on met en contact les polypeptides de 1'invcntion qui presente une activite 
de type p-secretase avec une molecule ou un melange contenant differentes 
molecules, eventuellement non identifies. 

- on met en contact le melange reactionnel decrit dans l'etape precedente 
20 avec le subtrat des polypeptides de l'invention qui est preferentiellement 1'APP dans sa 

forme naturelle 

- on mesure Tactivite P-secretase sur 1'APP 

- on detecte et/ou on isole les molecules qui modifient l'activite P-secretase 
des polypeptides de Tinvention. 

25 29. Vecteur viral ou plasmidique contenant les sequences nucleotidiques des 

molecules agonistes ou antagonistes des polypeptides de l'invention pour la 
transfection dans des cellules hotes appropriees, des dites sequences et l'expression in 
vivo, ex-vivo et/ou in vitro des dites molecules agonistes ou antagonistes des 
polypeptides de l'invention 
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CIB 6 C12N15/12 C12N15/57 C12N9/64 C07K16/40 
A61K39/395 A61K38/48 A61K31/70 

Salon la classification internationaia das b revets (CIB) ou a h fois eaten la classification national at la OB 


C1201/37 


a. DOMAINES SUB LESOUELS LA RECHERCHE A PORTE 


Documentation rnrirnale conauttee (aysteme de dawiflcation eurvi dM symboies da dasaemert) 

CIB 6 C12N C07K C12Q A61K 


Documentation 


cTnsutee autro que la cocumeniahon minima* dans la mesure ou cas documents rettvent des domainea sur Equals a porta la rachercha 


Base da aonnoes eiectronique consuttee au cours 


"da la rechercne Internationale (nom de la bate da donnees, at si realsable. tarmas da recherche utilises) 


C. DOCUMENTS CON SI PERES CQMME PERTINENTS 


Categorie ' 


Identification das documenta crtaa. avet la caaecheant. (-Indication des passages pertlnenw 


no. das levendications vtsaaa 


WO 96 40885 A ( ATHENA NEUROSCIENCES INC 
iCHRYSLER SUSANNA M S (US); SINHA SUKANTO) 
19 decembre 1996 (1996-12-19) 
le document en entier 

WO 92 03542 A (UNIV BOSTON) 
5 mars 1992 (1992-03-05) 
le document en entier 

WO 92 07068 A (ATHENA NEUROSCIENCES INC 
; LILLY CO ELI (US)) 
30 avrll 1992 (1992-04-30) 
le document en entier 

-/- 


1-3, 

7-10, 

13-29 


1,2,13 


1-3, 

7-10, 

13-29 


m 


Voir la suite du cadre C pour la (in de ta tiste des documants 


Lea documenta de families da brevets sonl Indiquea en annexe 


* Categories spadalee de documents crtaa: 

-A" documant definissant retat general da la technique, non 

conaidere comma partfcuierement pertinent 
f=" document anterleur. mats pubtie a (a data da depot international 

ou apres cette data 
V document oouvant Jeter un doule sur una ravandcatlon de 

pnortte ou cite pour determiner la data da publication dune 

autre citation ou pour una ralson spec la le (telle qtflndlquee) 
■O' documant sa retdrant a une divulgation orala. a un usago, a 

una AxpoeiUon ou tous autras mo yens 
"P B document pubie avant b data da depot International, mais 

poateneurement 4 la date da priorit* revendtquee 


T document ufterieur publ* apres la date de depot International ou la 
data da priorite at n'apparte nana nt paa a ratal da la 
technique pertinent, maie crt© pour comprandre la princpe 
ou ta theorta const ttuant la baae da I Invention 

-X" document partteuttorernenl pertinent; rimen tton ravandkjuea ne peut 
etre eonsiddroe comma nouveiie ou comma tmpHquant una actmte 
inventive par rapport au document consider* laoiement 

-Y- documem paJtiajlleremert pertto^ 

na peut etre consideree comma impliquant una acthrtte rnvenilve 
lorequa le document est aasoda a un ou plusleurs autras 
doeumertts da mama nature, carte combinaison etant ewdente 
pour una personna ou metier 

•4" document qui tatt partie de le mama lamiHa de bravets 


Date a laquetle ta recherche international* a M ettacttvement acrwveo 

2 septembre 1999 


Oate tf expedition du preeent rapport da rachercha Internationale 

08/09/1999 


Nom at adresse postale de radminislration chargee da la rachercha internationaia 
Office European daa Brovete, P.B. 5618 Potenttaan 2 
NL • 2280 HV Rqawijk 
Tel. (+31-70) 340-2040. Tx. 31 651 apo nl, 
Fax' (-31-70) 340-3016 


Foncuonnaire autonta 

Van. der Schaal , C 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


Q*r. e tmernaiLonaM No 

PCT/FR 99/01326 


C.(*uit»> DOCUMENTS CONSIOERES COMME PERTINENTS 


Cattgoti* ' 

KMfltmetllon d« document, cites, wut* eu ecMent. 1'lr.dle.Uonde. M»9« p.™nem. 


X 

NELSON R B ET AL: "CLIPSIN, A 
CHYMOTRYPSIN-LIKE PROTEASE IN RAT BRAIN 
WHICH IS IRREVERSIBLY INHIBITED BY 
ALPHA-1-ANT1CHYH0TRYPSIN" 
JOURNAL OF BIOLOGICAL CHEMISTRY, 
vol. 265, no. 7, 5 mars 1990 (1990-03-05), 
pages 3836-3843, XP0020U909 
le document en entler 

1,2,13 

X 

EP 0 576 152 A (LILLY CO ELI) 
29 decembre 1993 (1993-12-29) 

le document en entler 

1-3,7-9, 

13-16, 

24-29 

A 

_ rT .i "ai 7UCTMFB ' <; niSEASE 
EVIN G ET AL:. ALtntintK o uiacnjt 

AMYLOID PRECURSOR PROTEIN (ABETAPP): 

PROTEOLYTIC PROCESSING, SECRETASES AND 

BETAA4 AMYLOID PRODUCTION" 

AMYLOID, 

vol. 1, no. 4, 1994, pages 263-280, 
XP000602976 


X 

W0 91 13904 A (CEPHAL0N INC) 
19 septembre 1991 (1991-09-19) 
page 35 - page 63 

1-3,13 

X 

EP 0 569 777 A (MILES INC) 
18 novembre 1993 (1993-11-18) 

revendicatlons; exemple 10 

1-3, 

7-10, 

13-29 

X 

. BROWN A N ET AL: "EVALUATION OF 

1-3 


CANDIDATE BETA-SECRETASE PROTEASES USING 
PEPTIDE AND AMYLOID PRECURSOR PROTEIN 
SUBSTATES" 

JOURNAL OF NEUROCHEMISTRY, 
vol. 66, no. 6, 1996, pages 2436-2445, 
XP000602767 
le document en entier 


Fonwa rt PCTflSA/21 0 (nil* dt ta dtuotm I tulo) (M>«t 1 M2 > 
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RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


..nande international© n" 


PCT/FR 99/01326 


Cadre I Observations - lorsqu'll a ete estime que certalnes revendications ne pouvaient pas fairs l'ob|et d'une recherch. 
(suite du point 1 de la premiere feuiiie) . 


Conformement a rarfide 17.2)a), certaines revendications n'ont pas tail I'objet d'une recherche pour les motits suivants: 
1 . [Y] ^ s ra r ®p^'^ 0 u ^ jet a duque , radmirtistracon n est pas tenue de prouder a la recherche, a savoir: 

Remarque: Blen que les revendications 24 et 25 (parti ell ement) 

concernent une methode de traitement du corps huma in/ animal , 
la recherche a ete effectuee et basee sur les effets imputes 
au produit/a la composition. 

2 ' ^ se ra^n? fdTsparties de la demande international qui ne remplissent pas suffisamment les conditions prescrites pour 
qu'une recherche significative puisse etre effectuee. en particular: 


1 D ^'dT^S^d^pendantesetno sont pas rfdlgta eontanntaw* •« disposes de to da U ,dem e etd e la 

trolsiame phrases de la regie 6.4.a). 


Cadre II Observations • lorsqu'il y a absence d'unite de Invention (suite du point 2 de la premiere feuMe) 


L'administration charge* de la recherche Internationale a trouve plusieurs inventions dans la demande international a savoir 


1 . n c ° mme toutes ies 13x66 ^o™*** ° nt * e payees ^ n ^ ,e ^ d ^ ai ^i^ d i p -°s n > ie pr * sem rappoft de recherche 


rjomme routes ies taxes aooiuuMiiviraa w» — r— - - 

Internationale porta sur toutes les revendications pouvant taire I ob|et d une recherche. 


2 □ Comme toutes les reaierches portant sur lea revendcaUons qui s> pretaient ont pu «™ oftort partiCU ' i0r 

justitiant une taxe additionnelle ['administration n'a soilicite te paiernent d'aucune taxe de cette nature. 


3. n Comme une parte seulement des taxes addmonneltes <*™^^^ 

I I rapport de recherche imemaUonate ne porte que sur les revendications pour lesquettes les taxes om era payees, 

ies revendications n °* 


[-I Aucune taxe additionnelie 'demand** n'a ete payee dans les delais par le ost^'^ 
1—1 de recherche Internationale ne porte que sur Invention mentionnee en premier lieu dans les revend.cahons, elie est 
oouverte par les revendications n °* 


Remarque quant a la reetrve 


Les taxes additionnelles etaient accompagnees d'une reserve de la part du deposar : 
| — [ Le paiernent des taxes additionnelles n'etait assort d'aucune reserve. 


Formulaire PCT/1SA/210 (suite de la premiere feuille (1)> (Jutllet 1998) 


RAPPORT DE RECHERCHE INTERNATIONALE 


0*m. inwnationato Ho 
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Document brevet ate 
au rapport de recherche 


Date de 
publication 


Membreis) de la 
famille de brevets) 


Datede 
publication 


WO 9640885 


WO 9203542 A 


19-12-1996 


05-03-1992 


WO 9207068 A 


30-04-1992 


EP 0576152 A 


29-12-1993 


W0 9113904 A 


19-09-1991 


EP 0569777 A 


18-11-1993 


US 
US 
AU 
EP 

AU 
AU 
CA 
EP 
HU 
JP 
US 
US 


5762805 A 
5744346 A 
6383396 A 
0871720 A 


09-06-1998 
28-04-1998 
30-12-1996 
21-10-1998 


643835 B 
8538791 A 
2088776 
0546084 
69771 
6503948 
5849560 
5200339 


25-11-1993 

17- 03-1992 

18- 02-1992 
16-06-1993 
28-09-1995 
12-05-1994 
15-12-1998 
06-04-1993 


US 
US 

AU 
8R 
CA 
CZ 
FI 
HU 
JP 
MX 
NO 
PL 
US 

AU 
AU 
CA 
EP 
EP 
FI 


5292652 A 
5424205 A 


3986493 
9302075 
2096911 
9300982 
932425 
69612 
6062855 
9303082 
931889 
299053 
5733768 


661270 B 
7465491 A 
2077665 
.0518955 
0732399 

923983 


AU 
AU 
CA 
JP 
MX 
NZ 
NZ 
WO 
ZA 
AU 
CA 
EP 
JP 
WO 


679675 B 
3711093 A 
2095888 
8268911 
9302725 
247575 
272218 
9513084 
9303249 
5726494 
2151927 
0694076 
8508464 
9413319 


08-03-1994 
13-06-1994 

02-12-1993 
30-11-1993 
29-11-1993 
16-02-1994 

29- 11-1993 

28- 09-1995 
08-03-1994 

30- 06-1994 

29- 11-1993 
21-02-1994 

31- 03-1998 

20-07-1995 
10-10-1991 
06-09-1991 
23-12-1992 
18-09-1996 
04-09-1992 

10- 07-1997 
18-11-1993 
12-11-1993 
15-10-1996 
31-08-1994 
25-09-1996 
27-07-1997 
18-05-1995 

11- 03-1994 
04-07-1994 
23-06-1994 
31-01-1996 
10-09-1996 
23-06-1994 


R>ffi*Jir» PCT/ISA/310 (snm*» t**U* <U br«v«U) (JuIM 1992) 


